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要E＝曰
Ｔｈｅi〃Wvoexpressionprofilesoftranscriptionfactorgenesindicatetllatthese
genesrespondtoaverynalTowwindowof20Econcentrationintllefiftllinstar,being
up-regulatedbeforegutpurge(V6)andintheprepupalperiod(G2).TheoptilnumZOE
concentrationsfCrstimulationwerespecifictoindividualgenes，buttheoptimum
concentrationscoincidewiththehelnolymphecdysteroidtiteratthetimeofj〃vjvoup-
regulation､Thesedataindicatethatthetemporalexpressionpatternofthetranscriptional
genesisaresultofhierarchicalcontrolofthegeneexpressionanddependsonthe
temporalchangesinthehemolymphecdysteroidtiter,exceptforl3FTZFIwhichlnight
notbeup-regulatedbyZOE．
●ＥＣＲ－ＢＩａｎｄ〃Sp-IexpressionlevelsareincreaｓｅｄｏｎＶ５ｗｈｅｎｔｈｅＡＳＧｓ
ａｃｑｕｉｒｅｔｈｅcompetenｃｅｔｏｒｅｓｐｏｎｄｔｏ２ＯＥＡｆｔｅｒｔｈｅｇａｉnofsensitivitytozOE，zOE
stimulus（whichmightbereceivedbyEcR-A/USPZcomplex）duringthelarge
ecdysteroidpeakonGZtriggerstheexecutionofPCD・
TheASGsofB.〃Oriloosesensitivitytojuvenilehormonefromday4today
Softhefifthinstarbatwhichl8FTZFIisup-Iegulated・Then，theASGsbecome
responsivetoZOEfromV5toV6toundergoPCD,atwhichE7顎B,Ｅ万AandBR-Care
up-regulatedPCDexecutionbeginsondayZofgutpurge,atwhichE7単A,Ｅ万A,Ｅ万B，
BHR3andBR-CareUp-Iegulated・Thesedataindicatethatthetranscriptionfactorごenes
investigatedherelnightbeinvolvedinPCDofBomZ?y)rASGsTherolesofindividual
genesremaintobedeterminedthroughfimctionalanalysis,butarelikelytodifTerfrom
thoseiｎＤｍｓ〃んiJCJsalivalyglands．
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本文
序論
カイコガＢ川６)Ix川orjは完全変態昆虫であり、孵化後、４回の幼虫脱
皮を経て蛸となり私成虫へと羽化する。蛸は繭に覆われ、その材料となる絹糸
を造る絹糸腺は、幼虫特異的組織でありそのすべてが蛎化の際予定細胞死によ
り崩壊・除去される。カイコガ幼虫はＳ令６曰暗期に腸の内容物を体外に排出
するガットパージ（GP）といわれる行動を起こし、繭を作り始める。吐糸完了
前後から羽化までに予定細胞死は完了することが確かめられている。この予定
細胞死はエクジステロイＦの一種で、脱皮ホルモンである20-hydIoxyecdysone
(20E）の濃度上昇によって誘導される。予定細胞死の進行は大きく分けて４段
階に分けられる。最終齢である５齢４曰（V4）～Ｖ５にかけてJuvenilehormone
(JH）ヘの感受性を失い、次の１日の問に２０Ｅに応答するようになる。ガットパ
ージ後Ｚ曰（G2）の暗期に体内エクジステロイド濃度の上昇に応答して予定細
胞死が進行する。Ｖ６～Ｇ２においては、ＺＯＥに応答して予定細胞死は進行でき
るが、体内エクジステロイＦ濃度が上昇していないため、その進行は見られな
い（TerashimaaaJ.,2000;KakeMaJ.,2005)。ＧＰＯ曰の前部絹糸腺に１〆ＭＺＯＥ
を加えて培養することでこの予定細胞死は再現できる。しかし、その分子機構
は未だ明らかになっていない。
ステロイドホルモンは核レセプターを介して遺伝子発現を誘導すると
いうこれまでの知見から、エクジステロイＦによっておこるアポトーシスにお
いては、その進行に必要な遺伝子はエクジステロイドによって誘導されると考
えられる。昆虫の遺伝子発現の調節について、ショウジョウバエ変態時のエク
ジステロイＦに誘導される遺伝子発現制御モデル（Ashbumerモデル）が提唱
されている（AshbumeMaJ.,1974)。エクジステロイＦの受容体であるecdysone
receptor（ECR）は核内レセプターであり、ultraspiracle（USP）と二量体を形成
する。２０E/ECR/USPの複合体は初期遺伝子の転写を誘導する。初期遺伝子産物
の初期遺伝子タンパク質転写因子であり、実行遺伝子である後期遺伝子の転写
を誘導し、初期遺伝子自身の転写を抑制する。後期遺伝子タンパク質が機能タ
ンパク質として作用をしている。このモデルにおいて、ＲＮＡ合成阻害剤である
a-amanitinは初期遺伝子のｍＲＮＡ合成を阻害しこのカスケーＦの進行を阻害
することと、タンパク合成阻害剤であるcycloheximide（CHX）が初期遺伝子タ
ンパク質の合成を阻害しカスケードの進行を阻害することが考,えられる。以前
の研究により、カイコガ前部絹糸腺において、a-amanitin、ＣＨＸが予定細胞
死を阻害することが分かっている（hashimaαα/､,2000)。したがって、前部絹
￣へ
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》糸腺の予定細胞死誘導機構においてもAshbumerモデルが働いていることが示ｌ
唆される。
結果と考察
エクジステロイド受容体(EcjM,ＥｃＭＩ,叩-1,"卯-2）の発現１k;にS_齢期
で定常的な発現が見られたが、これはＥＣＲ,〃はエクジステロイＦ受容体であ
りエクジステロイＦに反応するために最低限の発現は常に必要であると考えら
れる。EcR-A,〃qP-2の発現量は常にECR-BI，〃”－１よりも高く、予定細胞死の進
行が始まる時期であるＧ２になるとEbR-A,〃－２の発現が上昇した｡また､j川伽
培養下で予定細胞死を誘導した場合においてもEcR-A、叩－２の発現は培養開始
後、急激に上昇した。これらのことから予定細胞死進行のための２０Ｅシグナル
はＥＣＲA/ＵＳＰ２が受容していることが示唆される。カイコガにおいて予定細胞
死によって除去される組織ではECR-Ａが、成虫原基等成虫へ分化する組織では
ECR-BIが優性に発現していることからもこの仮説は支持される(Kamimuraeta1.,
1997)。EcR-BIⅢSp-Iの発現はＶ６に一過的の上昇が見られた。この時期は、
前部絹糸腺が２０Ｅ応答能を獲得する時期であり、EcR-BI、卿-Ｊはこの段階に
関与するのかもしれない。キイロショウジョウバエのsalivaIyglandにおいて
EClMとECR-BIの両方が予定細胞死に必要なことからも（DaviMaﾉ.,2005)、
カイコガにおいてEcR-BZが予定細胞死に関与することは考えられる。
カイコガで未知の初期遺伝子であるＥ〃のクローニングを試み、Ｅ〃Ａ
とＥ刀Ｂの二つのアイソフオームを同定した。予想されるアミノ酸配列はＥ７４Ａ
が５１０残基、Ｅ７４ＢがＺ８５残基であった。カイコガと同じ鱗翅目昆虫であるタ
バコスズメガとのアミノ酸レベルでの相同性は、Ｅ74Ａが88.4％、Ｅ７蛆が７６％
であった。しかし、双翅目昆虫と比較すると、Ｅ74A、Ｅ７４Ｂともに相同性は低
かった。しかし、Ｅ７４の機能ドメインであるETS-IelatedDNAbindingdomainに
おいては、高い相同性が見られた。
ｍｙ伽培養下での前部絹糸腺の予定細胞死に必要なｍＲＮＡは培養開
始後８時間までに、翻訳は１８時間までに終わる事が分かっている。Ｅ〃A,Ｅ万A，
BHR3,ＢＲ－ＣＺＩ,ＢＲ－ＣＺ２,ＢＲ－ＣＺ４は培養８時間までに発現が上昇し、また、２０Ｅ
を含まない培養では、予定細胞死の進行が見られないが、この条件下では上昇
しなかった。また、これらの遺伝子は、Ｇ２においてその発現が上昇するｑ従
って、これらの転写因子は予定細胞死の実行段階に関与していることが示唆さ
れる。また、Ｅ７學B,Ｅ方A,ＢＲ－ＣＺＩ,ＢＲ－ＣＺ２,ＢＲ－Ｃ解は、Ｖ５もしくはＶ６にも
発現の上昇が見られた。このことは、これらの転写因子は予定細胞死誘導の早
い段階にも何らかの関与をしている可能性を示唆する。βFTZFIはキイロショ
ウジョウバエsaliva1yglandの予定細胞死の実行段階において不可欠であるとい
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う報告があるが（ＬｅｅｅＭＪ.,ZOOZ)、カイコガ前部絹糸腺においてはＶ５に一過
的な発現があるだけで、予定細胞死の実行段階では発現の上昇は見られず、ま
た、ｊ川伽培養下においても２０Ｅによって発現は誘導されなかった。キイロシ
ョウジョウバエと異なりβFZZFIは予定細胞死の実行段階には関与していない
ことが示唆される。Ｖ５はＪＨヘの感受性を失う時期であり、この段階に関与し
ているかもしれない。
ＧＯの前部絹糸腺を様々な濃度の２０Ｅで培養し、それぞれの遺伝子の
発現を調べたところ、各遺伝子は特定の濃度の２０Ｅにより誘導され、また、そ
の濃度は遺伝子により異なっていた。体内エクジステロイド濃度の変化に対応
して、エクジステロイド濃度依存的に各遺伝子が誘導されることによって時期
特異的な発現パターンを示す事が考えられる。しかし、EcR-BI,Ｅ万Ｂは濃度依
存性と実際の発現パターンが一致しない。この２つの遺伝子においては、エク
ジステロイドだけでなく、何か別の因子（例えば抑制因子等）がその発現調節
に関与しているかもしれない。
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学位論文審査結果の要旨
昆虫の変態は細胞分化、発現遺伝子セットの変更、予定細胞死（PCD）などとを伴い、このすべては一
義的にはステロイドiホルモンである20-ヒドロキシエクジソン（20E）により調節される。２０Ｅは核受容体
複合体（ECR/USP）と結合し転写因子とし作用し、初期遺伝子の発現を調節する。単一ホルモンが極めて多
様な作用を示す入り口は、ECR/USPのisofbrmとそれに続く初期遺伝子のisofbrmの選択的発現によるも
のとされている。本論文提出者は、カイコガの前部絹糸腺の２０ＥによるＰＣＤを研究対象とし、ショウジョ
ウバエで知られている２０E作用初期に発現するほぼ全ての初期遺伝子及び初期後期遺伝子の発現動態をin
vivoとinvitroで詳細に検討するとともに、そのホルモン濃度依存性を精査した。その結果、細胞死の実行
に主として関わる遺伝子は、EcR-A、USP－２、E74A、E75A、E75B、ＢＲ－Ｃであり、細胞死のコミットメン
トにはE74B、βＦＴＺ－Ｆ１が関与するとした。また、これまでショウジョウバエでは細胞死に関わるＥＣＲは
EcR-B1とされていたが、カイコガではEcR-Aであり、かつUSPisofbrmもUSP-2が選択的に関わるであ
ろうこと、βＦＴＺ－Ｆ１が細胞死の実行には関与しないこと（ショウジョウバエでは深く関与）などを示唆し
た。特筆すべきは､このような､初期遺伝子及び初期後期遺伝子の関与の仕方を網羅的に解析した研究はショ
ウジョウバエ以外では皆無であり、かつ結果はショウジョウバエで知られているものと大きく異なることを
示したことである。以上の結果は、昆虫変態のホルモン支配に新たな視点を開くものであり、審査員一同は、
本論文は学位（理学）を授与するに足るものと判断した。
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